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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein tragerfreies Elektro-
phoreseVerfahren zum Trennen von Probensubstanzen
in ihre Analyten sowie eine Elektrophoresevorrichtung
zur Durchfiihrung dieses Verfahrens.

[0002] Bekannte tragerfreie Elektrophoreseverfahren
FFE arbeiten Ublicherweise mit Elektrophoresevorrich-
tungen, deren Trennkammer nur zwei getrennte Elektro-
denrdume und nur einen Trennraum zwischen diesen
Elektrodenrdumen aufweist.

[0003] Wenn jedoch die FFE im Bereich der Proteo-
mics-Forschung eingesetzt werden soll, muf? es mdglich
sein, eine Vielzahl von unterschiedlichen Probesubstan-
zen in kurzer zeit, mit gro3tmaoglicher Trennleistung und
bei gréRtmdglichem Durchsatz an Probenmenge zu tren-
nen.

[0004] Wie bei den meisten Trennverfahren ist jedoch
auch bei der FFE eine gleichzeitige Optimierung der
Elektrophoresevorrichtung hinsichtlich der Trennlei-
stung und des Probendurchsatzes nur in sehr engen
Grenzen mdglich, da eine Erhdhung der Menge der Pro-
besubstanz eine Minderung der Trennleistung zur Folge
hat.

[0005] Die Optimierung der Trennleistung erfordert
weiterhin einen Trennraum mit einem maoglichst engen
und prazisen Trennkammerspalt sowie besondere
Randbedingungen der Trennung wie z.B. eine relativ ge-
ringe lineare FluRgeschwindigkeit, eine moglichst lange
Trennzeit und mdglichst viele Fraktionierstellen tiber die
gesamte Breite des Trennraumes bzw. (iber den Bereich
des Trennraumes, in dem die interessierende Probesub-
stanz fraktioniert werden soll. Da aber die lineare
FluRgeschwindigkeit nicht beliebig reduziert werden
kann, erfordert eine Verlangerung der Trennzeit eine ent-
sprechende VergréRerung der Lange der Elektroden.
Das, wiederum bedeutet eine gleichzeitige Erhéhung der
AuRendimensionen der Trennkammer. was es schwierig
bis unmdglich macht, den Trennkammerspalt mit der ge-
forderten Préazision zu fertigen.

[0006] Aus der DE 2215761 Al ist eine Elektrophore-
sevorrichtung bekannt, die nach dem Elektrofiltrations-
verfahren arbeitet. Die bekannte Elektrophoresevorrich-
tung weist eine Trennkammer, auf beiden Seiten der
Trennkammer angeordnete Elektroden, Fraktionierstel-
len und Probeaufgabestellen auf, wobei in der Trenn-
kammer mehrere Membrane vorgesehen sind, die die
Trennkammer in eine Vielzahl von miteinander in Ver-
bindung stehenden Trennraume unterteilt. Die Membra-
nen dienen als Filter und sind fir die jeweils abzutren-
nenden Spezies permeabel.

[0007] Aus der EP 0203713 A2 ist es weiterhin be-
kannt, bei einer derartigen Elektrophoresevorrichtung fiir
jeden der von den Membranen begrenzten Trennrdume
ein eigenes Elektrodenpaar vorzusehen.

[0008] EP-A-0497 077 offenbart eine Vorrichtung und
ein Verfahren zur Freiflie-Elektrophorese, wobei die
Durchlaufzeit sehr kurz sein soll. Die Vorrichtung dient
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zur Vorbereitung oder Gewinnung von Proben insbeson-
dere fur Analysezwecke aus einer Flussigkeit, wobei nur
sehr wenig Flussigkeiten und Substrate zur Verfigung
stehen oder verbraucht werden sollen und die Probeauf-
bereitung sehr schnell durchgefihrt werden soll. Die Vor-
richtung hat dazu ein im wesentlichen flaches, in einen
plattenformigen Korper eingearbeitetes oder eingeéztes
FlieRbett, welches in FlieRrichtung an einander entge-
gengesetzten Enden Einldsse und Auslasse hat und auf
der Bearbeitungsseite des plattenférmigen Korpers
durch eine weitere Platte Uberdeckt und abgeschlossen
ist, so dass das Flie3bett, welches einen etwa nutenfor-
migen flachen Querschnitt hat, allseitig abgeschlossen
ist. Parallel zu dem Fliel3bett verlaufen jedoch ebenfalls
in den plattenférmigen Korper eingearbeitete oder ein-
gedazte Elektrodenrdume, die Uber Elektroden mit einer
Stromquelle verbunden sind, um innerhalb des FlieRbet-
tes ein quer zur FlieBrichtung gerichtetes elektrisches
Feld zu erzeugen. Die Elektrodenrdume sind mit dem
FlieRbett Uber quer zur FlieRrichtung verlaufende sehr
feine Kanéle verbunden, die zwar eine Spannungsuber-
tragung aber praktisch keinen Massetransport ermégli-
chen, also dhnlich wie Membrane wirken,

[0009] Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe
besteht daher darin, ein tragerfreies Elektrophoresever-
fahren und eine Elektrophoresevorrichtung zur Durch-
fuhrung dieses Verfahrens zu schaffen, die eine héhere
Trennleistung, eine kiirzere Trennzeit und einen grofe-
ren Durchsatz erlauben.

[0010] Diese Aufgabe wird gemanR der Erfindung durch
das tragerfreie Elektrophoreseverfahren geldst, das im
Anspruch 1 angegeben ist.

Eine besondere bevorzugte Weiterbildung und Ausge-
staltung des erfindungsgemafen Verfahrens ist Gegen-
stand des Anspruchs 2.

[0011] Die erfinderungsgeméale Elektrophoresevor-
richtung ist Gegenstand des Anspruchs 3.

[0012] Besonders bevorzugte Weiterbildungen und
Ausgestaltungen der erfindungsgemaéaf3en Elektrophore-
sevorrichtung sind Gegenstand der Anspriiche 4 bis 9.

[0013] Gemalf der Erfindung wird somit statt eines ein-
stufigen Trennverfahrens bei gleichzeitiger Optimierung
der Trennleistung und des Probendurchsatzes ein zwei-
stufiges Trennverfahren angewandt, das in einer ersten
Stufe eine sehr schnelle Vortrennung oder Grobfraktio-
nierung mit dem Ziel des gréRRtmoglichen Probendurch-
satzes und nachfolgend in wenigstens einer zweiten Stu-
fe eine gezielte Feinfraktionierung des grobfraktionierten
Teilstromes der Probensubstanz durchfihrt.

[0014] Eine Erhéhung des Probendurchsatzes in der
ersten Stufe der Grobfraktionierung kann insbesondere
dadurch erzielt werden, daf3 der Trennvorgang mittels
der FFE bei erhohter linearer FluRgeschwindigkeit und
gleichzeitig verkiirzter Wanderungsstrecke fiir die zu
trennenden Analyten durchgefuhrt wird. Dabei kann die
Zahl der Fraktionierstellen fir die Grobfraktionierung
deutlich reduziert werden und kann fir den Fall, daf3 nur
an einer Fraktion Interesse besteht, eine einzige Frak-
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tionierstelle vorgesehen werden. Eine weitere Erhdhung
des Probendurchsatzes ist dann méglich, wenn dieses
zweistufige Verfahren in Form eines parallelen simulta-
nen Mehrfachverfahrens durchgefihrt wird.

[0015] Im Folgenden.werden anhand der zugehdrigen
Zeichnungen besonders bevorzugte Ausfihrungsbei-
spiele der Erfindung néher beschrieben. Es zeigen

- Figur 1, Figur 2 und Figur 3 schematische Ansichten
der Ausbildung der Trennkammer bei drei Ausfiih-
rungsbeispielen der Erfindung,

- Figur 4 und Figur 5 schematische Schnittansichten
der Trennkammer bei einem Ausfuhrungsbeispiel
der Erfindung,

- Figur 6 und Figur 7 den Aufbau des Trennkammer-
vorderteils und des Trennkammerriickteils im Be-
reich der Medienzufiihrungen und Fraktionierung je-
welils,

- Figur 8, Figur 9 und Figur 10 die relative raumliche
Anordnung der verschiedenen Fraktionierstellen
und der Zuleitungen der Querstromungen und

- Figur 11, 12 und 13 die Beeinflussung des Stro-
mungsprofils mittels der Querstrdomung.

[0016] IndenFiguren 1, 2 und 3 sind schematisch drei
Beispiele der Trennkammer bei verschiedenen Ausfih-
rungsbeispielen der erfindungsgemafen Elektrophore-
sevorrichtung dargestellt. Damit die Trennkammer eine
AuRRenabmessung hat, die eine Fertigung des Trenn-
kammerspaltes mit der notwendigen Préazision erlaubt,
sind in der Trennkammer mehrere separate Trennrdume
vorgesehen. GemaR Figur 1 sind vier separate Trenn-
raume mit vier separaten Medienzufiihrungen und vier
separaten Fraktionierungen mit jeweils n Fraktionierstel-
len vorgesehen, wobei n kleiner 15 ist. Figur 2 zeigt eine
Trennkammer mit zwei separaten Trennraumen und
zwei separaten Medieneinldssen bei zwei separaten
Fraktionierungen mit jeweils n Fraktionierstellen, wobei
n gréRer 50 ist. Figur 3 zeigt schliel3lich eine Trennkam-
mer mit drei separaten Trennraumen, drei separaten Me-
dieneinlassen, zwei separaten Fraktionierungen mit nl
und n3 Fraktionierstellen, wobei nl1 kleiner 15 und n3
gréRer 50 ist, und einer weiteren separaten Fraktionie-
rung mit n2 Fraktionierstellen, wobei n2 gréRer 15 ist.
[0017] Dieinden Figuren 1 bis 3 dargestellten Trenn-
raume haben je nach Ausfiihrungsform separate Elek-
troden oder gemeinsame Elektroden mit den benachbar-
ten Trennrdumen, wenn identische Medien in den jewei-
ligen Elektrodenrdumen verwendet werden kénnen.
[0018] Mit den in den Figuren 1 bis 3 dargestellten
Trennkammern, erfolgt eine tragerfreie Elektrophorese
FFE zum Trennen von Probesubstanzen in ihre Analyten
in Form eines wenigstens zweistufigen Verfahrens, wo-
bei in der ersten Stufe eine Grobfraktionierung der Pro-
bensubstanz und in wenigstens einer zweiten Stufe eine
Feinfraktionierung der grobfraktionierten Probesubstanz
erfolgt.

[0019] Dieses Verfahren kann im parallelen Simultan-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

betrieb oder im seriellen Betrieb durchgefuhrt werden,
wobei die in den Figuren 1 und 2 dargestellten Trenn-
raume im parallelen Simultanbetrieb als Trennraum fiir
die Grobfraktionierung (Figur 1) und als Trennraum flr
die Feinfraktionierung (Figur. 2) verwandt werden kon-
nen. Figur 3 zeigt den Trennraum flr den seriellen Betrieb
in Form eines dreistufigen Verfahrens, bei dem die Grob-
fraktionierung in Serie mit einer zweistufigen Feinfraktio-
nierung kombiniert ist.

[0020] Beider parallelen Arbeitsweise kann entweder
eine einzelne Probesubstanz gleichzeitig mehreren
Trennrdaumen zudosiert werden oder es kdénnen ver-
schiedene Probesubstanzen in die separaten Trennrau-
me appliziert werden. Die Trennung der Probesubstan-
zen im parallelen Simultanverfahren ermdglicht eine Er-
héhung des Durchsatzes der Probesubstanzen oder ei-
ne Erhéhung der Anzahl der Probesubstanzen.

[0021] Durch eine Verkirzung der Breite der separa-
ten Trennrdume lassen sich die Wanderungsstrecken
der Analyten verkirzen undes kdnnen die Trennprozes-
se mit héherer FlulRgeschwindigkeit der Trennmedien
und der Probesubstanzen durchgefiihrt werden. Mit zu-
nehmender Zahl der Trennrdume wird die Breite der
Trennraume wesentlich kleiner, was allerdings zur Folge
hat, daf3 zwar nur eine Grobfraktionierung aber mit we-
sentlich héherem Probendurchsatz méglich ist.

[0022] Wenn die Trennrdume mit vollig getrennten
Elektrodenrdumen in Serie geschaltet sind, werden die
Fraktionen der Trennung aus einem Trennraum in den
nachfolgenden Trennrdumen unter identischen Trenn-
bedingungen weiter getrennt und as &Rt sich dadurch
eine hohere Trennleistung erzielen. In den in Serie ge-
schalteten Trennraumen kdnnen die Trennungen aber
auch unter verschiedenen Bedingungen hinsichtlich der
verwendeten Trenntechniken, der Trennmedien und/
oder der allgemeinen eletrophoretischen Trennparame-
ter durchgefiihrt werden.

[0023] Die Trennrdume und die technischen Ausfih-
rungen der einzelnen Trennrdume lassen sich mittels des
oben beschriebenen Aufbaus fast beliebig kombinieren,
wie es im Folgender beschrieben wird.

[0024] Wie es in den Figuren 4 und 5 dargestellt ist,
besteht eine Trennkammer Ublicherweise aus zwei Bau-
gruppen, namlich dem Trennkammervorderteil und dem
Trennkammerrickteil. Bei der erfindungsgemafen Aus-
bildung bestehen die einzelnen Baugruppen jedoch aus
mehreren separaten Bauelementen, die schematisch in
Figur 4 und Figur 5 dargestellt sind.

[0025] Das heif3t im Einzelnen, daf in der in Figur 4
dargestellten Weise ein Trennkammervorderteil aus ei-
nem Kunststoffblock 1 mit einer Hartplastikfolie 2 und
eine Weichplastikfolie 3 sowie ein Trennkammerrickteil
aus einem Metallblock 8 mit einer Glasfolie 10 und einer
Weichplastikfolie 11 Uiber Abstandhalter 5 aneinander
angeordnet sind. Im Kunststoffblock 1 sind mehrere, bei
dem dargestellten Ausflihrungsbeispiel vier, Elektroden-
raume 4 vorgesehen. Im Metallblock 8 befinden sich
Kuhlrohre 9. Es sind ,weiterhin Medieneinlasse 7 und ei-



5 EP 1346 211 B1 6

ne Vielzahl von Fraktionierungsstellen 6 vorgesehen. Fi-
gur 5 zeigt die Ubertragung 12 der vorfraktionzerten Pro-
be.

[0026] Die Baugruppe des Trennkammervorderteils in
Figur 4 besteht somit aus einem Basisbaustein, ndmlich
einem massiven Plexiglasblock 1, in dem bis zu acht
Elektrodenrdume 4 und die 6ffnungen fiir spezifische Me-
thodenmodule der Medienzufiihrungen und der Fraktio-
nierungen untergebracht sind. Auf diesen Basisbaustein
1 ist eine dinne Folie 2 aus einem harten Kunststoffma-
terial aufgebracht, wobei diese im Bereich der fur die
jeweiligen Anwendung bendétigten Elektrodenrdume des
Kunststoffblockes 1 6ffnungen fur den stromtransport
aufweist und die bendétigten Elektrodenrdume des Kunst-
stoffblockes 1 nicht verschlie3t. Das gleiche gilt fur die
Ausfiihrung der Hartplastikfolie 2 im Bereich der Medi-
enzufNxrmgen 7 und der Fraktionierungen 6. Die dem
Trennraum zugewandte Flache der Hartplastikfolie 2
kann entweder direkt chemisch modifiziert sein oder in
der dargestellten Weise durch eine Kunststoffolie 3 ab-
gedeckt sein, deren Oberflache, die den Trennraum di-
rekt begrenzt, soweit chemisch modifiziert ist, dal3 die
Effekte der Elektroosmose und der Sorption der Proben-
spezies minimiert sind.

[0027] Durch die beschriebene Kombination des Ba-
sisbausteines, ndmlich des Kunststoffblockes 1, mit den
beiden Kunststoffolien 2, 3, die anwendungsspezifisch
modifiziert sind, kdnnen alle beschriebenen Anforderun-
gen hinsichtlich der Anzahl der notwendigen Trennstu-
fen, der Geometrie des Trennraumes und der speziellen
elektrophoretischen Randbedingungen in der jeweiligen
Stufe des Trennprozesses erfillt werden.

[0028] IndenFiguren6und7istder Aufbaudes Trenn-
kammervorderteils und Trennkammerrickteils jeweils im
Einzelnen dargestellt. Wie es in Figur 7 dargestellt ist,
besteht der Trennkammerrtickteil aus mehreren Schich-
ten, namlich dem Metallblock 8, der Glasfolie 10 und der
Weichplastikfolie 11. Diese Schichten kdnnen in ver-
schiedener Weise kombiniert werden, um die Trennvor-
richtung fir die jeweilige Anwendung zu optimieren.
[0029] Der Basisbaustein des Trennkammerriickteils
ist somit ein massiver Metallblock 8, der in Verbindung
mit einer externen Kilhlung eine effektive Abflihrung der
wahrend der elektrophoretischen Trennung entwickelten
Warme ermdglicht. Die dem Trennraum zugewandte
Oberflache des Metallblockes 8 ist durch die elektrisch
isolierende diinne Folie 10 aus Glas oder eine Keramik-
folie abgedeckt, wobei diese elektrisch isolierte Folie
durch die Kunststoffolie 11 abgedeckt ist, deren Oberfla-
che, die den Trennraum direkt begrenzt, chemisch so
modifiziert ist, daR eine Optimierung des Trennvorgan-
ges erzielt ist. In der Regel kdnnen die dem Trennraum
zugewandten Kunststoffolien, das heif3t die Folien 3 und
11 hinsichtlich ihres Materials und der Art der chemi-
schen Modifizierung identisch oder ahnlich sein, sie kdn-
nen beibestimmten Verfahrenskombinationen aber auch
unterschiedlich sein.

[0030] In den Figuren 8, 9 und 10 sind verschiedene
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Fraktioniermodule dargestellte, die bei dem erfindungs-
gemaRen Verfahren verwendet werden koénnen. Der
Fraktionierungsmodul in Figur 8 enthdlt in der Standard-
ausfuihrung drei Auslasse fir die Fraktionierung, wobei
bei besonderen Anwendungen funf oder sieben Frakti-
onsauslasse vorgesehen sind, wie es in Figur 9 und Figur
10 jeweils dargestellt ist. Dabei ist die FluR3richtung des
Trennmediums durch einen Pfeil 13 wiedergegeben und
sind die Zufuhrungsstellen 14 fir die Querstrdmung, die
n Fraktionierstellen 15 fir die Probensubstanz, und n+1
Auslésse 16 fur das restliche Medium dargestellt.
[0031] Im Betrieb werden zwei separate Forderkanale
mit identischer Forderrate einer Dosierpumpe mit dem
Trennraum jeweils im Bereich der elektrodennahen Frak-
tionierungsauslasse verbunden, wobei je nach Drehrich-
tung der Forderpumpe Uber eine Verbindung zu dem
elektrodennahen Trennraum ein Medium zugegeben
wird und gleichzeitig Uber eine zweite Verbindung ein
Medium aus dem Trennraum mit derselben Volumenrate
abgefuhrt wird. Durch die gleichzeitige Zugabe und Ab-
fuhrung des Mediums im elektrodennahen Trennraum
wird das Strémungsprofil im Bereich der Fraktionierstelle
der Probe verandert, wie es in den Figuren 11, 12 und
13 dargestellt ist.

[0032] Figur11zeigtzweiAnalyten17,18, eine Pumpe
21 fur die Querstrdmung, die Zuleitung 20 fiir die Quer-
strdomung und die Maske 19 fiir das Stromungsprofil. In
Figur 11 ist ein Stromungsprofil ohne Querstrémung dar-
gestellt, Figur 12 zeigt das Profil bei angeschalteter Quer-
strdomung und Figur 13 zeigt das Strémungsprofil bei an-
geschalteter Querstrémung aber mit umgekehrter Dreh-
richtung der Pumpe 21.

[0033] Im Folgendem wird ein préaparativer Langzeit-
versuch, das heil3t der Betrieb des Fraktionsmoduls bei
zweitypischen alternativen Anwendungen, beschrieben;
[0034] Beider praparativen Isolierung einer beliebigen
getrennten Substanz wird die Forderrate der zweikana-
ligen Pumpe so gewéhlt, dal? die zu isolierende Substanz
Uber einen der daflr vorgesehenen Probenauslasse ge-
sammelt werden kann. Die Forderrate der Zweikanal-
pumpe bleibt wahrend der Dauer der prapara-, tiven Iso-
lierung unverandert- Kann der im Probenfraktionier-
schlauch abflieRende Analyt nur mit geringer Zeitverzo-
gerung quantitativ detektiert werden, kann das Signal der
Detektion fur die Steuerung des Trennverfahrens dahin-
gehend genutzt werden, daf der Analyt mit bester Aus-
beute und Reinheit isoliert werden kann.

[0035] Wird wahrend der elektrophoretischen Tren-
nung die Forderrate der Pumpe jedoch kontinuierlich ver-
andert, werden nacheinander getrennte Substanzen
Uber die Probenfraktionierstelle gesammelt. Durch die
Anderung der Forderrate und durch die Anderung der
Drehrichtung der Zweikanalpumpe kénnen alle getrenn-
ten Spezies nacheinander (ber die Fraktionierstelle
eluiertwerden und nachfolgend einem Detektionssystem
und einem Fraktionssammler mit zeitgesteuertem oder
peakgesteuertem Wechsel der Sammelgefale zuge-
fuhrt werden.
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[0036] Wenn eine ortliche Verschiebung der Proben-
bande um mehr als 20 mm in Richtung der Probenfrak-
tionierstelle erzielt werden muf3, empfiehlt sich eine Er-
héhung der Anzahl der Probenfraktionierauslasse, wobei
diese Anzahl bei héheren Werten der Breite des Trenn-
raumes beliebig erhdht werden kann, um eine optimale
Qualitat der Elution der Proben zu ermdglichen.

Patentanspriiche

1. Tréagerfreies Elektrophoreseverfahren zum Trennen
einer Probensubstanz in ihre Analyten umfassend
in einer ersten Stufe eine Grobfraktionierung der
Probensubstanz und in wenigstens einer zweiten
Stufe eine Feinfraktionierung der grobfraktionierten
Probensubstanz dadurch gekennzeichnet, dass

(a) in der ersten Stufe eine kleinere Anzahl von
Fraktionierstellen als in der zweiten Stufe ver-
wandt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dal3 in der ersten Stufe mit einer hohen
linearen FluBgeschwindigkeit und einer kurzer Wan-
derungsstrecke der zu trennenden Analyten gear-
beitet wird.

3. Elektrophoresevorrichtung zur Durchfihrung des
Verfahrens nach Anspruch 1 oder 2 mit einer Trenn-
kammer, Elektroden, Fraktionierungen und Probe-
aufgaben, wobei die Trennkammer in eine Vielzahl
separater Trennrdume mit jeweils separaten Elek-
troden und separaten Fraktionierauslassen aufge-
teilt Ist, dadurch gekennzeichnet, dass die Trenn-
rdume separate Probenaufgaben aufweisen.

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dal3 fir benachbarte Trennrdaume ge-
meinsame Elektroden vorgesehen sind.

5. Vorrichtung nach Anspruch 3 oder 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die separaten Trennraume
verschiedene Anzahlen von Fraktionierstellen ha-
ben.

6. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, dall  zwei se-
parate Forderkanale einer Dosierpumpe mit dem
Trennraum im Bereich der elektrodennahen Fraktio-
nierauslasse verbunden sind, um Medium zuzuge-
ben und im selben Volumen abzufiihren.

7. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet,da die Trenn-
kammer aus einem Vorderteil und einem Ruckteil
aufgebaut ist, die aus jeweils mehreren separaten
Kammerbauelementen bestehen.
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8.

Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekenn-
zeichnet,daR das Ruckteil aus einem massiven Me-
tallblock besteht.

Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dafl3 im Metallblock Kiihlrohre vorgesehen
sind.

Claims

A carrierless electrophoresis method for separating
a sample substance into its analytes, comprising the
coarse fractionation of the sample substance in a
first stage and the fine fractionation of the coarsely
fractioned sample substance in at least one second
stage, characterized in that:

(a) in the first stage, a smaller number of frac-
tionation sites is used than in the second stage.

The method according to claim 1, characterized in
that, in the first stage, a high linear flow rate and a
short migrating path of the analytes to be separated
are used.

An electrophoresis device for carrying out the meth-
od according to claim 1 or 2, comprising a separation
chamber, electrodes, fractionations and sample in-
puts, wherein said separation chamber is divided into
a large number of separate separation spaces with
respectively separate electrodes and separate frac-
tionation outlets, characterized in that said sepa-
ration spaces have separate sample inputs.

The device according to claim 3, characterized in
that common electrodes are provided for adjacent
separation spaces.

The device according to claim 3 or 4, characterized
in that said separate separation spaces have differ-
ent numbers of fractionation sites.

The device according to any of the preceding claims,
characterized in that two separate conveying
channels of a metering pump are connected with the
separation space in the area of the fractionation out-
lets close to the electrode in order to introduce me-
dium and discharge it in the same volume.

The device according to any of the preceding claims,
characterized in that said separation chamber is
constructed of a front part and a rear part which,
respectively, consists of several separate structural
chamber elements.

The device according to claim 7, characterized in
that said rear part consists of a solid metal block.
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9. The device according to claim 8, characterized in

that cooling pipes are provided in said metal block.

Revendications

Procédé d’'électrophorése libre destiné & décompo-
ser une substance d’échantillon en ses analytes,
comprenant, dans une premiére étape, e fractionne-
ment grossier de la substance d’échantillon et, dans
au moins une deuxiéme étape, un fractionnement
fin de la substance d'échantillon ayant subi un frac-
tionnement grossier, caractérisé en ce que

(a) au cours de la premiére étape on utilise un
nombre de points de frac ionnement inférieur &
celui de la deuxieme étape.

Procédé selon la revendication 1, caractérisé en
ce que letravail s’effectue, lors de la premiére étape,
a un débit linéaire élevé et sur un parcours de mi-
gration court des analytes a décomposer.

Dispositif d’électrophorése destiné a la mise en
oeuvre du procéde selon la revendication 1 ou 2
comprenant une chambre de décomposition, des
électrodes, des fractionnements et des injections
d’échantillon, la chambre de décomposition étant di-
visée en une pluralité de compartiments de décom-
position séparés, équipés chacun d’électrodes sé-
parée s et de sorties pour parties fractionnées, ca-
ractérisé en ce que les compartiments de décom-
position présentent des injections d'échantillons sé-
parée s.

Dispositif selon la revendication 3, caractérisé en
ce que des électrodes communes sont prévues pour
des compartiments de décomposition voisins.

Dispositif selon la revendication 3 ou 4, caractérisé
en ce que les compartiments de décomposition sé-
parés présentent des nombres de points le fraction-
nement différents.

Dispositif selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce que deux canaux d’achemi-
nement séparés d’'une pompe de dosage sont reliés
au compartiment de fractionnement dans la zone
des sorties pour parties fractionnées proches des
électrodes, afin d’ajouter du milieu et de I'évacuer
dans le méme volume.

Dispositif selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce que la chambre de décom-
position est constituée d’'une partie avant et d'une
partie arriére, constituée chacune de plusieurs com-
posants de chambre séparés.
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8.

Dispositif selon la revendication 7, caractérisé en
ce que la partie arriére est constituée d'un bloc mé-
tallique massif.

Dispositif selon la revendication 8, caractérisé en
ce que des tuyaux de refroidissement sont prévus
dans le bloc métallique.
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